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関与していると考えられている。 N- アセチルグルコサミン転移酵素 ill CGnT-ill) は N-結合型糖鎖の構造を修飾す







COS-1 細胞を培養し， GnT-ill を発現させた。次に，個々の糖鎖の機能について検討するために，個々の N-結合型糖
鎖の結合可能部位を部位特異的変異法により Asn 残基を Gln 残基に変換した。また，複合糖質の糖鎖構造は種々の
糖分解酵素と糖転移酵素による秩序立った一連の反応により形成されるものであるので， in vivo における機能とい
う面から考えると GnT-ill はゴルジ体に存在することが非常に重要である。従って，蛍光抗体染色法により COS-1 細
胞中における GnT-ill の局在についても確認した。
【結果】
まず，ツニカマイシン処理により全く糖鎖の付加されなかった GnT-ill はほとんどその活性を失っており， ゴルジ
体への局在も見られなかった。カスタノスペルミン処理により，糖鎖は付加されたが糖鎖構造の修飾を全く受けてい
ない GnT-ill は，活性はほぼ100%あったがゴルジ体への局在は見られなかった。従って，粗面小胞体中における N­
結合型糖鎖上のグルコース残基の切断は活性発現にはそれほど重要ではないが， ゴルジ体への輸送には必要であるこ
とがわかった。次に，個々の糖鎖の機能について検討した。活性の面から見ると， Asn243 あるいは Asn261 におけ
る糖鎖の欠失は50-60%の活性の低下を招いたが， Asn399 における糖鎖の欠失はそれほど影響はなくせいぜい 20-30
庁
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%の活性の低下にとどまった。 2 力所における糖鎖の欠失については， Asn243 と Asn261 の場合は約10% ほどの残
存活性しか見られなかったが， Asn243 または Asn261 と Asn399 における糖鎖の欠失は Asn243 あるいは Asn261 単
独における糖鎖の欠失と大差なかった。また， 3 カ所全ての糖鎖の欠失はツニカマイシン処理の場合と同様ほとんど
その活性を失った。活性低下のメカニズムについて， donor 基質と acceptor 基質それぞれに対する Lineweaver­
Burk plot により解析した結果， Asn399 における糖鎖の欠失は donor 基質と acceptor 基質のどちらに対する Km 値
にも変化は見られなかったが， Asn243 または Asn261 における糖鎖の欠失は donor 基質に対する Km 値の上昇を招
くことがわかった。従って， Asn243 または Asn261 における糖鎖の欠失による活性の低下は donor 基質に対する親
和性の低下に由来することがわかった。しかしながら， Asn243, Asn261, Asn399 の各々において糖鎖を欠失した
GnT-ill は，その全てにおいてゴ、ルジ体への局在が見られなかった。
【総括】
今回の研究により， GnT-ill は N-結合型糖鎖の結合可能部位 3 カ所全てに糖鎖が付加されており， その全てにお
ける糖鎖の存在と粗面小胞体中での糖鎖構造修飾が GnT-ill の糖転移酵素としての機能発現のために重要であること
がわかった。
Asn243 と Asn261 は 1 次配列中においても近隣に存在しており，その双方各々における糖鎖の欠失が同様に do­
nor 基質に対する親和性の低下を招くことから，その近辺に donor 基質への結合に関わる領域が存在することが示唆
された。また， Asn243 あるいは Asn261 だけでなく，活性にほとんど影響のない Asn399 における糖鎖の欠失によっ
てもコ。ルジ体への局在が見られなかった。これは， in vitro での活性にはほとんど影響しない領域の構造が細胞によっ
て認識されており，これによってもコeルジ体への輸送がコントロールされていることを示唆している。これについて
は最近， medial-Golgi 中の酵素が近隣の酵素と複合体を形成することにより， medial-Golgi に局在するという 'Kin­




鎖構造を修飾する酵素の 1 つである GnT-ill を例に，糖転移酵素の機能発現に重要な活性発現とゴルジ体への局在の
双方に，糖鎖付加という翻訳後修飾が重要な役割を果たしていることを初めて明らかにした。
論文審査の結果の要旨
本論文は，糖タンパク質の持つ N-結合型糖鎖の構造を修飾する酵素の 1 つである N ーアセチルグルコサミン転移
酵素 ill CGnT-ill) が，これ自身も N-結合型糖鎖を持つ糖タンパク質であることに注目し，その GnT-II1自身の持つ
糖鎖の機能について検討したものである。 GnT-ill は243， 261，そして399番目のアスパラギン残基に糖鎖の結合可能
部位を 3 カ所有しており，その全てに糖鎖が付加していることが分かった。そこで，これら各々の糖鎖の機能につい
て検討したところ， 399における糖鎖の欠如は活性にほとんど影響がなかったのに対し， 243 と 261 における糖鎖の欠
知は酵素活性を有意に低下させた。これら 2 カ所の各々における糖鎖の欠如が UDP-GlcNAc に対する親和性の低下







あり，それには糖鎖構造の修飾酵素とその機能発現のメカニズムについての知見が必須であるo 本研究は GnT-ill の
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持つ N-結合型糖鎖が機能発現に重要な活性とゴルジ体への移送の双方に関与していることを明らかにしており，糖
鎖構造の生物学的意義の解明に価値ある基礎的知見を与える。従って，本論文は博士の学位の授与に値するものと考
えられる。
